(19) 



J) 



(12) 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(11) EP 0 869 969 B1 

FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



(45) Date de publication et mention 
de la delivrance du brevet: 
26.03.2003 Bulletin 2003/13 

(21) Numero de dep6t: 96939131.7 

(22) Date de depdt: 15.11.1996 



(51) Intel/: C07K7/06, C07K 5/08 t 
C07K 5/10, A61K 38/04 

(86) Numero de depot international: 
PCT/FR96/01811 

(87) Numero de publication international: 

WO 97/018235 (22.05.1997 Gazette 1997/22) 



(54) CONJUGUES PEPTIDIQUES, LEUR UTILISATION A TITRE DE MEDICAMENT ET 
COMPOSITIONS LES CONTENANT 

PEPTIDKONJUGATE, DEREN VERWENDUNG ALS HEILMITTEL UND ZUSAMMENSeTZUNGen, 
DIEse ENTHALTENd 

PEPTIDE CONJUGATES, USE THEREOF AS A DRUG, AND COMPOSITIONS CONTAINING them 



CQ 
o 

o> 

O 
CO 
00 



0. 
LU 



(84) Etats contractants designes: 

AT BE CH DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU MC 
NL PT SE 

(30) Priorite: 15.11.1995 FR 9513543 

(43) Date de publication de la demande: 
14.10.1998 Bulletin 1998/42 

(73) Titulaire: INSTITUT EUROPEEN DE BIOLOGIE 
CELLULAIRE 

F-31520 Ramonvllle-Salnt-Agne (FR) 



(72) Inventeurs: 

• DUSSOURD D'HINTERLAND, Luclen 
F-31400 Toulouse (FR) 

• PINEL, Anne-Marie 
F-34280 La Grande-Motte (FR) 

(74) Mandataire: Warcoln, Jacques et al 
Cabinet Reglmbeau 
20, rue de Chazelles 
75847 Paris cedex 17 (FR) 



(56) Documents cites: 
WO-A-91/07431 
DE-A-4 127 790 



WO-A-91/12267 



II est rappele que: Dans un delai de neuf mois a compter de la date de publication de la mention de la delivrance du 
brevet europeen, toute personne peut faire opposition au brevet europeen dellvre, aupres de I'Offlce europeen des 
brevets. L'opposition doit etre formee par ecrit et motivee. Elle n'est reputee formee qu'apres paiement de la taxe 
d'opposition. (Art. 99(1) Convention sur le brevet europeen). 



Printed by Jouve. 75001 PARIS (FR) 



EP 0 869 969 B1 



Description 

[0001] Sous I'influence de processus physiologiques Internes "peptides neurotransmetteurs" ou externes "radiations 
ionisantes et ultraviolettes", les cellules de I'epiderme, en particulier les keratinocytes germinatifs secretent des facteurs 
5 de croissance et de cooperation cellulaire, dont le rdle est de stimuler les syntheses cellulaires des molecules du 
cytosquelette et d'activer les interactions cellulaires. 

[0002] Ces proprietes physiologiques se traduisent par une activation des metabolismes cellulaires Indispensabtes 
a la regeneration des tlssus conjonctifs du derme et de repiderme et des processus de cicatrisation. 
[0003] La presente Invention a pour objet la realisation de molecules peptidlques, derives homologues des sequen- 
ce ces peptidiques actives des facteurs de croissance et de cooperation cellulaires, secretes naturellement par les kera- 
tinocytes. 

[0004] Parmi les derives peptidiques faisant I'objet de la presente invention figurent notamment des derives pepti- 
diques et metallo-peptidiques dont les activites pharmacologlques sont orientees : 

15 - d'une part, vers les syntheses cellulaires des molecules composant le cytosquelette telles que les collagenes de 
type I et III, les glycosaminoglycanes, les fibronectines, 

d'autre part, vers la synthese des molecules dont le rdle est de stimuler et d'activer les phenomenes de cooperation 
et d'interaction cellulaire "endothelines, integrines". 

20 [0005] Ces activites etant complementaires et indispensables a ('expression au niveau du derme et de repiderme, 
des processus de restructuration des tlssus, cicatrisation, angiogenese, melanogenese, etc... 
[0006] Un des objets de la presente invention est ('utilisation des derives peptidiques et metallo-peptidiques prece- 
dents, pour le traitement en application par vole topique, de la cicatrisation des plaies chroniques, telles que les lesions 
ulcereuses du diabetique, les ulceres variqueux, la cicatrisation esthetique des plaies chirurgicales, le traitement pre- 

25 ventif et curatif des vergetures et de leurs complications. 

[0007] Dans les Indications precedentes, les derives peptidiques peuvent etre utilises en therapeutique humaine et 
veterinaire sous forme de "pommades, gels, solutions ou de spray". 

[0008] Une des applications privilegiee de I'invention est I'utilisation des derives peptidiques dans les differents do- 
maines de la cosmetologle, pour le traitement preventif et curatif des rides, du visage, du cou, et des mains, sous 
30 forme de lotions, gels, laits, cremes, ou de spray, en application locale. 

[0009] Une autre application des derives peptidiques de I'invention est leur utilisation comme agent d'activation et 
de potentialisation des mecanismes physiologiques de cooperations cellulaires. 

[0010] Les derives peptidiques peuvent etre utilises seuls ou de preference en association, avec des biomolecules 
ou composes naturels ou leurs derives de synthese, dont J'activite biologique specifique, ne peut s'exprimer pleinement, 
35 que par la collaboration entre deux systemes cellulaires complementaires dont ils stimulent ou induisent qu'un seul 
element. 

[0011] C'est le cas, en particulier, des hormones melanotropes qui induisent la melanogenese dans les cellules 
melanocytaires et dont I'expression au niveau de la surface de repiderme humain (race blanche) ne peut s'exprimer 
pleinement que par I'intime cooperation entre les cellules melanocytaires et les keratinocytes, formant ainsi une veri- 
40 table unite fonctionnelle denommee "Epidermal Melanin Unit". 

[0012] Les melanocytes actives par I'aMSH et ses derives secretent la melanine, qui est transferee et disperses, 
dans les keratinocytes, sous I'lnfluenca des facteurs peptidiques de cooperation cellulaire et de leurs derives homo- 
logues. 

[001 3] Une des applications de la presente invention est I'utilisation des derives peptidiques, precedemment decrits, 

45 dans les differents domaines de la dermatologie et de la cosmetologie. 

[0014] Les derives peptidiques peuvent etre utilises seuls ou en association avec d'autres molecules actives, tels 
que les derives homologues de synthese de I'aMSH, ou autres substances, sous la forme de cremes, laits, lotions, 
solutions ou sprays, en applications topiques (locales), pour I'acceleration des processus de melanogenese de I'epi- 
derme, acceleration de la melanisation de la peau parobtention d'un bronzage naturel et d'une protection totale centre 

so les radiations solaires (UV). 

[0015] La presente invention conceme des conjugues comportant une sequence peptldique comprenant au moins 
trois acides amines choisis parmi Gly-His-Lys et Glu-His-Lys, 

dans iaquelle "Lys" represente la Lysine ou un derive halogene de la Lysine, ou un derive methyle de la Lysine, no- 
tamment Methyl-Lysine et Dihydrobromo-Methyl-Lyslne, les acides amines pouvant etre sous la forme D, L ou DL. 
55 [0016] Ces acides amines etant sous leur forme naturelle ou non. ladite sequence etant utllisee sous forme peptl- 
dique, ou conjuguee chimlquement ou physiquement avec au moins un compose selectionne parmi 

1) les acides monocarboxyliques de formule generate 
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HOOC-R (I) 

dans laquelle R represents un radical aliphatique en C 1 a C 20 droit ou ramifie, substitue ou non, notamment un 
5 radical alkyl, alkenyl ou alkynyl pouvant comporter une ou plusieurs Insaturations et pouvant etre substitue par un 

ou plusieurs radicaux cholsis dans le groupe comprenant : NH 2 , OH, oxo ou un radical cycltque non aromatique 
comportant de 5 a 6 atomes dans le cycle dont 1 ou 2 pouvant etre differents du carbons, en particulier, S, O ou 
N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des radicaux alkyl en C, a C 3 , notamment methyl, 
ainsi que les derives alcoot ou aldehyde ou amide des acides de formule 1 ; a la condition que si la sequence 
w peptidique comprend uniquement Gly-His-Lys, elle n'est pas conjuguee a un seul residu d'acide palmilique ; Parmi 

tes cycles pouvant etre substitues, il faut citer les cycles 



15 



20 




correspond ant a des derives de Pacide retinoique et de I'acide lipoique. 

Dans certains cas, la chaine aliphatique peut consister en une chaTne polyalkenyL 
25 Parmi les composes de formule I il faut citer de preference les composes de formule : 

R 2 -CH=CH-COOH 

30 de configuration cis ou trans dans laquelle R 2 est un radical alkyl en C 6 a C 16 , comportant eventuellement un ou 

plusieurs substituants -NH 2 , OH ou oxo. 
2) les acides dicarboxyliques de formule generate 

35 HOOC-R r COOH (II) 

dans laquelle R 1 represents un radical aliphatique divalent notamment en C 3 a C 10 , droit ou ramifie, substitue ou non, 
notamment un radical alkyl, alkylene, alkenylene ou alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs insaturations et 
pouvant etre substitue par un ou plusieurs radicaux NH^ OH, oxo ou un radical alkyl en C t a C 3 . 
40 [0017] Dans la formule generale I, il faut citer plus particulierement les composes dans lesquels R represente : 

un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de formule generale 

4 5 R 2 -CH=CH- 

dans laquelle R 2 represente un radical aliphatique notamment alkyl, lineaire ou ramifie comprenant au moins 6 atomes 
de carbons, de preference 6 a 16 atomes de carbone, substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo ; 

50 - un radical alkyl lindaire ou ramifie en C r C 2 o eventuellement susbtltue par un ou plusieurs substituants choisi 
parmi ; amino, hydroxy, oxo, thiol, imino, cycloalkyl en C 4 -C 7 , eventuellement substitue et si au moins 2 substituants 
sont presents, ils peuvent former ensemble une liaison, notamment un pont disulfure. 

[0018] Les peptides conjugues selon ('invention sont lies sous forme de sels, d'estsrs, ou d'amides a des acides 
55 possedant des fonctlons metaboliques essentlelles dans Pactivation du cycle tricarboxylique de Krebs. 

[0019] Les acides de formule generale (I) ou (II) sont plus particulierement choisis parmi les acides carboxyliques 
pour lesquels R 1 represente un alkylene en C 4 -C 8 substitue ou non, en particulier, les acides acetiques, adipiques, a- 
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amino-adlpiques et derives, I'acide DL HpoYque et derives, I'acide dihydrolipoique et son derive N-Llpoyl-Lysine, I'acide 
pimelique et derives, I'acide sebacique et derives. 

[0020] Les acides gras pour lesquels R represente un reste alkylene linealre ou ramifie, sont plus partlculierement 
les acides hydroxydecenoiques et decenoYliques, ies acides retlnoiques et ses derives, ie Retinal et le Retinol, I'acide 

s myristique et ses derives, et I'acide palmitique, sous forme de sels d'esters, ou d'amides. 

[0021] Des composes specialement adaptes a I'obtention de conjugues selon ('invention sont choisis parmi I'acide 
acetique et ses derives, I'acide a-DL-LlpoYque et ses derives, I'acide dihydrolipoique, la N-Lipoyl-Lysine, I'acide adipi- 
que, I'acide a-amino-adipique, I'acide pimelique, I'acide sebacique et ses derives, I'acide trans-10-hydroxy-A2-dece- 
noYque et I'acide trans-oxo-9-decene-2-oique, I'acide retinoYque et ses derives, le retinol, et le retinal, I'acide myristique 

?o et I'acide palmitique. 

[0022] Plus specifiquement, la presents invention concerns des peptides inducteurs des syntheses endocellulaires 
des collagenes de type I et III et des glycosaminoglycanes, a haute activite cicatrisante et metabolique, ainsi que des 
molecules d'induction et de stimulation des processus de cooperation cellulaire. 

[0023] Les conjugues peptidlques selon I'inventlon comprennent au moins une des sequences peptidiques 
15 suivantes : 

Gly-His-Lys 

20 

Glu-His-Lys 

dans iaquelle Lys represente la lysine ou un derive halogene de la lysine, ou un derive methyle de la lysine, notamment 
Methyl-Lysine et Dihydrobromo-Methyl-Lysine, les acides amines pouvant etre sous la forme D, L ou DL. 
25 [0024] Les conjugues peptidiques repondent a I'une des formules generates suivantes : 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III), 

30 OU 

A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 

35 dans Iaquelle 

A est un compose de formule generale I ou II ou le radical correspondant a ce compose 

X represente une chaine de 1 a 3 residus Lys, 6ventuellement methy!6e, en particulier a I'extremite N terminale, 
OH, NH 2 ou une liaison 
40 Y represente OH ou NH 2 , 

les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

A est de preference I'acide acetique, I'acide adipique, i'acide a-amino-adipique, I'acide DL lipoYque, I'acide dihydroli- 
poYque, la N-Lipoyl-Lysine, I'acide pimelique, I'acide sebacique, I'acide trans-oxo-9-d6cene-2 oYque et I'acide trans- 
45 hydroxy- 10-decene-2-oique. 

[0025] La presents invention conceme partlculierement les conjugues peptidiques suivants : 

1 - A-MeLys-Lys-Lys-G!y-His-Lys-NH 2 

2 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 
50 3 - A-MeLys-Gly-His-Lys-NH 2 

4 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

5 - A-MeLys-Lys-Gly-Hls-Lys-OH 

6 - A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 
7- A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-N H 2 

55 8- A-Lys-Gly-Hls-Lys-NH 2 

9 - A-Lys-Lys-Gly-Hls-Lys-OH 

10- A-Lys-Gly-His-Lys-OH 

11- A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 
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12 - A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 

13- A-Glu-Hls-Lys-NH2 

14- A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-OH 

15- A-Lys-Glu-His-Lys-OH 
5 16- A-Glu-His-Lys-OH 

[0026] A etant defini comme precedemment, ainsi que les derives de ces molecules sous forme de sels, d'esters, 
ou d'amides. 

[0027] Les sequences d'acides amines, mentionnes ci-dessus peuvent etre des sequences d'acides amines naturels 
10 ou non naturels. 

[0028] Les conjugaisons selon la presente invention peuvent etre effectues en faisant reagir la fonction amine ou 
acide de I'acide amine avec une fonction amine ou acide de I'acide A, ou meme il est possible de mettre a profit la 
presence d'une fonction hydroxy sur I'acide. 

[0029] La presente invention concerne I'ensemble de ces conjugaisons ainsi que les conjugues non fonctionnels. 
15 [0030] Les conjugues peptidiques precedemment decrits dans I'invention, peuvent etre utilises sous leur forme pep- 
tidique, ou lies avec un metal sous forme de complexes equlmoleculaires. 

[0031] Le metal utilise pour la realisation des complexes metallo-peptidiques de I'invention est de preference un 
metal divalent notamment le Zinc (Zn), qui peut §tre couple sous forme de sel, avec le groupement carboxylique de 
ramino-acide terminal, la lysine (Lys). 
20 [0032] De meme, dans certains cas, il est possible que certains amlno-acides component par exemple des fonctions 
de glycosylatlon. 

[0033] II doit etre entendu que la presente Invention concerne egalement I'ensemble de ces formes. 
[0034] Selon un autre aspect, I'invention concerne des compositions galeniques contenant au moins un conjugue 
peptidique tel que defini precedemment, avec des excfpients cosmetologiquement et/ou pharmaceutiquement accep- 
ts tables. 

[0035] La presente invention concerne plus particulierement ('utilisation a titre de medicament d'un, ou plusieurs des 
conjugues et derives peptidiques decrits precedemment selon I'invention. 

[0036] La presente invention concerne egalement des preparations cosmetiques, contenant un, ou plusieurs con- 
jugues et deriv6s peptidiques decrits precedemment selon I'invention. 
30 [0037] La presente invention concerne egalement des compositions galeniques, pharmaceutiques et cosmetologi- 
ques, comprenant au moins un des composes tels que defini precedemment. 

[0038] Un des objets de la presente invention est ('utilisation par voie topique ou injectable des conjugues peptidiques 
et de leurs d6rives, composition ou association avec des principes actifs connus. 

[0039] Ces conjugues peptidiques, leurs derives, composition ou association, peuvent etre presentes sous forme 
35 d'ampoules injectables lyophilisees, et sous forme de creme, gels, laits, lotions ou sprays, et comporter des exciplents 
connus. 

[0040] Les conjugues peptidiques de I'invention, leurs derives, compositions, ou associations avec des principes 
actifs connus, sont utiles pour le traitement et la cicatrisation des plaies et lesions chroniques du diabetique, les ulceres 
variqueux, la cicatrisation des plaies chirurgicaies, le traitement preventif et curatif des vergetures. 

40 [0041] Le conjuge pourra notamment etre assocle a au moins une substance choisie parml les antiseptiques, les 
antibiotiques a targe spectre antimicrobien, ou les antifongiques a large spectre d'activite, pour la preparation d'une 
composition destinee au traitement par voie topique et a la cicatrisation des plaies infectees. 
[0042] Selon un autre aspect, le conjugue peptidique peut etre presente sous forme d'associations ou de composes, 
avec des molecules connues pour leurs activites anticoagulantes et phlebotoniques par voie topique, destinees au 

45 traitement preventif et curatif, des vergetures, des insuffisances veineuses (jambes lourdes), de la couperose, en 
applications locales, sous forme de cremes de gels, de laits ou de sprays. 

[0043] Une des applications preferential^ de I'invention est ('utilisation des conjugues peptidiques, comme adjuvants, 
activate urs ou cofacteurs, en association avec des molecules choisies parmi I' otMSH ou ses derives homologues, 
I'ACTH ou la propiomelanocortine et leurs analogues dans des compositions destinees au traitement preventif et curatif 

so des troubles de la melanogenese, a la stimulation de la melanogenese epidermique, en vue de I'obtention d'un bron- 
zage naturel rapide et d'une protection totale contre les radiations solaires ultraviolettes (DEM). 
[0044] Une autre des applications preferentielles de I'invention est ('utilisation des conjugues peptidiques dans les 
differentes formulations cosmetologiques pour le traitement preventif et curatif des rides, du visage, du cou et des 
mains, sous forme d'emulsions, de cremes, de laits, de lotions, de gels, ou de sprays en application locale. 

55 [0045] Les exemples qui suivent sont destines a illustrer I'invention sans aucunement en limiter la portee. 
[0046] Dans ces exemples on se referera aux Figures suivantes : 

Figure 1 : fntensite de fluorescence de fibroblastes marques a la rhodamine : mise en evidence du collagene de 
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type I. 

Figures 2 et 3 : Mise en evidence par mesure de I'intensite de coloration de la synthese de collagene par des 
cellules traitees ou non par le conjugue n° 7. 

5 Example n° 1 - Synthese du conjugue 7 

[0047] 

A-Lys-Lys-Gly-Hls-Lys-NH 2 

A = Aclde Adiplque = COOH-(CH 2 ) 4 -COOH 

[0048] La synthese a ete realisee par la methode de Merrifield adaptee a la structure du conjugue selon les etapes 
sulvantes : 

15 

Z-Gly-His-Lys-NH 2 : 

[0049] A une solution dans la dimethylforrnamide (10 mL) contenant Z-Gly-OH (2.08 g, 10 mmoles), BOP (4.42 g, 
20 10 mmoles), de la diisopropylethylamlne (DIEA, 22 mmoles) est addltlonne sous agitation et a 0° C, le chlorhydrate 
de H-His-Lys-NH 2 (2.1 g, 11 mmoles). 

[0050] Apres 6 heures d'agitation a la temperature ambiante, le solvant de la reaction est evapore sous vide a une 
temperature inferieure a 40° C. 

[0051] Le resldu est dlssout dans de I'acetate d'ethyle (200 mL). 
25 [0052] La phase organique est lavee plusleurs fois avec une solution saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), 
a I'eau (2 x 50 mL), avec une solution saturee de KHS0 4 (2 x 50 mL), a I'eau (2 x 50 mL). 

[0053] La phase organique est sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour conduire a une mousse 
blanche (3.1 g. 91%) homogene en chromatographie sur gel de silice. 

30 Z-Lys(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 

Le compose Z-Gly-Hls-Lys-NH 2 (3.45 g, 10 mmoles) est dissout dans I'ethanol 95 (100 mL) contenant 20 mmoles 

d'acide chlorhydrique. 
35 [0054] Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 

[0055] Le catalyseur est filtre et le solvant concentre sous vide a une temperature inferieure a 40° C. 

[0056] Le resldu restant est trlture plusieurs fois avec de Tether, decante. II est sech6 sous vide en presence de 

KOH. Ce residu est dissout dans la dimethylforrnamide (10 mL) en presence de Z-Lys(Boc)-OH, (3,81 g, 10 mmoles), 

BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la diisopropylethylamlne (DIEA, 22 mmoles). 
40 [0057] Le melange reactionnel est agite 30 min a 0° C, puis 4 heures a la temperature ambiante. 

[0058] Le solvant de la reaction est evapore sous vide a une temperature inferieure a 40° C. 

[0059] Le residu est dissout dans de i'acetate d'ethyle (200 mL). 

[0060] La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), 
a I'eau (2 x 50 mL), avec une solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a I'eau (2 x 50 mL). La phase organique est 
45 sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour conduire a une mousse blanche (4.7 g, 82%) homogene 
en chromatographie sur gel de silice. 

Z-Lys-(Boc)-Lys-(Boc)-G ly-H is-Lys-N H 2 

50 

[0061] Le compose ZLys(Boc)-Gly-Hls-Lys-NH22 (5.7 g, 10 mmoles) est dissout dans I'ethanol 95 (150 mL) conte- 
nant 10 mmoles d'acide chlorhydrique. 

[0062] Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 

[0063] Le catalyseur est filtre et le solvant concentre sous vide a une temperature inferieure a 40° C. 
55 [0064] Le residu restant est triture plusieurs fois avec de I'ether, decante. II est seche sous vide en presence de 
KOH. Ce residu est dissout dans la dimethylforrnamide (10 mL) en presence de Z-Lys(Boc)-OH, (3,81 g, 10 mmoles), 
BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la diisopropylethylamine (DIEA, 22 mmoles). 
[0065] Le melange reactionnel est agite 30 min a 0° C, puis 6 heures a la temperature ambiante. 



6 



10 



40 



45 



EP 0 869 969 B1 

[0066] Le solvant de la reaction est evapore sous vide a une temperature Inferieure a 4<J> C. 
[0067] Le residu est dissout dans de I'acetate d'ethyle (300 mL). 

[0068] La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), 
a I'eau (2 x 50 mL), avec une solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a I'eau (2 x 50 mL). La phase organique est 
sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour conduire a une mousse blanche (6.5 g. 81%) homogene 
en chromatographie sur gel de silice. 

A-Ly s-Ly s-G ly-H is-Lys-N H 2 



[0069] Le compose ZLys(Boc)-Lys(Boc)-Gly-Hls-Lys-NH 2 (8 g, 10 mmoles) est dissout dans Tethanol 95 (200 mL) 

contenant 20 mmoles d'acide chlorhydrique. 

[0070] Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 

[0071] Le catalyse ur est filtre et le solvant concentre sous vide a une temperature inferieure a 40* C. 
is [0072] Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Tether decante. II est seche sous vide en presence de KOH. 
Ce residu est dissout dans la dimethylformamide (10 mL) en presence d'acide adipique (2.1 g, 10 mmoles), BOP (4.42 
g, 10 mmoles), de la diisopropylethylamine (OIEA, 22 mmoles). 

[0073] Le melange reactionnel est agite 1 5 min a 0° C, puis 5 heures a la temperature ambiante. 

[0074] Le solvant de la reaction est evapore sous vide a une temperature inferieure a 40° C. 
20 [0075] Le residu est dissout dans de I'acetate d'ethyle (200 mL). 

[0076] La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), 

a I'eau (2 x 50 mL), avec une solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a i'eau (2 x 50 mL). La phase organique est 

sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour conduire a une poudre blanche (7.5 g, 76%) homogene 

en chromatographie sur gel de silice. 
25 [0077] Ce compose est dissout dans I'acide trifluoroacetique (50 mL). 

[0078] Apres 30 min, le solvant est concentre sous vide a une temperature inferieure a 40° C et le residu triture 

plusieurs fois avec de Tether anhydre. 

[0079] La poudre blanche obtenue (6.9 g, 88%) est sechee sous vide. 

30 

Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

Exemple n° 2 - Synthese du conjugue 8 
35 [0080] 

A-Ly s-G ly-H is-Lys-N H 2 



A = Trans- 10-Hydroxy-dec2-enoic-acide 

[0081] La synthese a ete realises par la methods de Merrifield adaptee selon les etapes suivantes et la methodoiogle 
decrite a Texemple n°1 : 



1 - Z-Gly-OH + H-His-Lys-NH 2 

2 - Z-Gly-Hls-Lys-NH 2 

3 - Z-Lys-(BOC)-Gly-His-Lys-NH 2 

4 - A-BOP, DIEA, DMF 

50 5 - Decenoyl-Lys-Gly-Hls-Lys-NH 2 

[0082] Preparation du complexe metallo-peptidique avec le Zinc. 
[0083] On utilise le sel de Zinc sous forme de Zncl2. 

[0084] Le conjugue peptidique precedemment obtenu est mis en solution a pH 5,6 dans Teau distillee dans les 
55 proportions suivantes : 

1 molecule du conjugue n° 8 dans une solution de Zncl2 a 10%. 
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[0085] Apres chauffage a 20° C pendant 10 mn, le complexe est purifie sur colonne de Biogel P-2 pour eliminer 

I'exces de chlorure de Zinc non fixe sur le peptide, et elue avec de I'eau distillee. 

[0086] Apres elution, on obtient une solution contenant 0,5% ce Zncl2 pour une molecule peptidique. 

[0087] La solution est ensuite congelee a basse temperature "-60° C" et lyophilisee. 

[0088] On obtient le complexe metallo-peptidique sous forme de poudre blanche dont la formuie est la suivante : 

HO(CH 2 ) r CH=CH-CO-Lys-Gly-His-Lys-Zn 



10 ou 

(Trans-10-hydroxy-dec2-enoYc-Lys-Gly-His-Lys-Zn) 
15 dont ies caracteres analytiques sont les suivants : 



20 



25 



30 



35 



45 



50 



55 



Caracteres organoleptiques : 


Lyophilisat blanc soluble dans I'eau. 


Purete HPLC : 


9596. 


Spectrometry de masse "hors Zinc" 


PM 636.4-6363.6 


Composition en acides amines (% hors Zinc) 




Lysine 


42.95% 


Histidine 


21,55% 


Glycine 


8,97% 



Exemple 3 - Etude du pouvolr clcatrlsant du conjugue pepttdlqua n° 7 chez I'anlmal "rat" 
But de I'etude 

[0089] Determiner le pouvoir cicatrisant du peptide n° 7 admtnistre chez le rat-OFA par applications topiques aux 
doses de 0,75 u.g, 7,5 u.g et 75 u.g par animal pendant cinq jours. 



Materiel et methode 

I - Animaux : rats de souche OFA, OF1, IFFA-CREDO, pesant de 250 a 300 g. 
40 II - Produits a tester 

[0090] Conjugue peptidique n° 7, correspondant la formuie : 



Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 . 

[0091] Mis en solution dans le propylene glycol aux doses de 1,5 u.g/ml, 15 u.g/ml, 150 jig/ml. 
Ill - Methode 

[0092] Apres anesthesie generale a i'ether, une incision de 5 cm de long a ete pratiquee sur la flanc droit des animaux. 

[0093] Une suture en fil trinyl 2/0 a ete effectuee a raison d'un point tous les 0,5 cm. 

[0094] Les animaux traites comme les temoins ont subi la memo intervention dans les memes conditions. 

[0095] Le traitement a debute le lendemain de ('intervention sur les lots d'animaux traites aux doses de 0,5 ml de 

solution peptidique sur chaque incision. 

[0096] Soit 0,75 p£, 7,5 u.g et 75 \ig de peptide par animal et par application pendant la duree du traitement, soit 5 
jours. 
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[0097] Les animaux ont ete mis en observation pendant 9 jours, ils ont ensuite ete sacrifies par une dose letale de 
pentobarbital. 

[0098] Les zones de peau en cours de cicatrisation ont ete prelevees et soumises aux "tests" d'etirement au dyna- 
mometre, pour mesurer la resistance de la cicatrice a retirement. 

5 

Analyse statistique des resultats 

[0099] Une analyse statistique a ete effectuee sur les valours de resistance obtenue au dynamometre. 
Une analyse de variance et un test de T student a ete pratique sur les valeurs individuelles, afin de definir le seuil 
10 de signification des resultats. 

Resultats 

[0100] Le peptide n°7, administre aux doses de 0,75 u.g, 7,5 \ig et 75 u.g, par jour et pendant 5 jours consecutifs, 
15 aux animaux en experimentation, augmente de facon hautement significative, la cicatrisation des plaies chez les ani- 
maux traites par rapport aux temoins, aux doses de : 

0,75 u.g I'augmentation est de 14,5%, 
7,5 jig ('augmentation est de 30,9%, 
20 75 u.g I'augmentation est de 59.6%. 

[0101] On observe en particulier une cicatrisation totale chez les animaux traites, a partir du 3eme jour, alors que 
les temoins ne presentent pas de signe visible de cicatrisation. 

[0102] L'aspect des cicatrisations au 9eme jour presente chez les animaux traites, une cicatrisation parfaitement 
25 plate, avec absence de bourrelets cicatriciels. 



Tableau n° 1 



30 



40 



Animaux traites par 0,75 ng/jour/5 jours par peptide formule 
n° 7 

Resistance des cicatrices a retirement "dynamometrie" 


Groupe Temoin 


Groupe Traite 


Animaux 


Dynes 


Animaux 


Dynes 


894923 
894924 
894925 
894926 
894927 
Moyenne 


26,2 
23,7 
22,5 
25,4 
24,8 

24,5+M,5 


894918 
894919 
894920 
894921 
894922 
Moyenne 


28,5 
26,1 
29,3 
27,7 
28,6 

28.0+/-1.2 



Tableau n° 2 



55 



Animaux traites par 7,5 ug/jour/5 jours par peptide formule 
n°7 


Groupe Temoin 


Groupe Traite 


Animaux 


Dynes 


Animaux 


Dynes 


894923 
894924 
894925 
894926 
894927 
Moyenne 


26,2 
23,7 
22,5 
25,4 
24,8 

24,5 +/- 1,5 


894928 
894929 
894930 
894931 
894932 
Moyenne 


32,6 
30,4 
33,1 
32,3 
31,8 

32,0+/- 1,0 j 
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Tableau n° 3 



Anlmaux traites par 7,5 u.g/Jour/5 Jours par peptide formula 
n° 7 


Groupe Temoin 


Groupe Traite 


Anlmaux 


Dynes 


Anlmaux 


Dynes 


894923 
894924 
894925 
894926 
894927 
Moyenne 


26,2 
23,7 
22.5 
25.4 
24.8 

24.5 +/-1.5 


894933 
894934 
894935 
894936 
894937 
Moyenne 


39,8 
41,3 
37,5 
36.2 
40,7 

39.1+/-2.2 



Conclusions 

[01 03] Les resultats obtenus au cours de cette etude permettent de conclure que le peptide n° 7 possede une action 
cicatrlsante hautement significative. 
20 [0104] Pour les doses de 75 pg par jour pendant 5 jours la difference entre le groupe traite et ie groupe temoin est 
de 59.6%. 

Exemple 4 - Mise en evidence de I'actlvlte du conjugue n° 7 sur la synthase de collagene de type I par des 
fibroblastes en culture 

25 

[0105] La mise en evidence de I'influence du conjugu6 n' 7 sur la synthese de collagene de type I par des cellules 
en culture a ete realisee sur deux types cellulaires : 

des fibroblastes humains de plastie mammaire au 3eme passage, obtenus dans notre laboratoire de culture eel- 
30 lulaire a I'lEB, 

- des MRC5, fibroblastes de poumon embryonnaire humain non transformes au passage p38, obtenus a p 25-30 
Chez ICN FLOW. 

[01 06] Les cellules sont stimulees ou non avec le conjugue n° 7, puis elles sont observees au microscope pholoniquc 
35 £ fluorescence apr&s r6velation du collagene de type I par une reaction d'immuno-fluorescence secondaire. 

Materiel et methods 

Culture cellulaire : 

AO 

[0107] Les cellules sont ensemencees a raison de 70 000 cellules par ml pour les fibroblastes de primoculture et 20 
000 pour les MRC5. 

[0108] La culture est realisee en DMEM 10% SVF dans les tubes de Leigton contenant une lamelle dans le fond du 
tube, volume final : 1 ,6 ml. 
45 [0109] 8 tubes sont prevus par type cellulaire : 3 temolns et 5 concentrations. 

Preparation des prodults : 

[0110] 



Preparation d'une solution mere du conjugue n° 7 a 2,34 10-3 M : M1 


M 


Vol de M 


Vol de PBS-BSA 


VolM 


M2 


2mlM1 


2,68 ml 


10~ 3 M 


M3 


0,01 ml M2 


1 ml 


10* M 


M4 


0,01 ml M3 


1 ml 


10- 7 M 


M5 


0,01 ml M4 


1 ml 


10*9 M 



10 



EP 0 869 969 B1 



[01 11] Ces differentes solutions m&res seront ajoutees au milieu de culture au moment du contact produit. 
[0112] Les dilutions sont realisees dans du PBS (Eurobio) - BSA 0,1% (Flucka) puis filtrees sur filtres 0.22 um (Sar- 
torius). 

5 Methodologie 

[0113] A JO, le milieu est elimine et remplace par du milieu frais auquel est ajoute le conjugue n° 7 aux differentes 
concentrations selon le tableau suivant : 



10 



15 



c 


Concentration 


Vol 


Vol M 




finale 


milieu 




C1 


10-4M 


1,5 ml 


0,15 ml M2 


C2 


10- 5 M 


1,5 ml 


0.015 ml M2 


C3 


10 7 M 


1,5 ml 


0,015 ml M3 


C4 


10- 9 M 


1.5 ml 


0,015 ml M4 


C5 


10" 7 M 


1,5 ml 


0,015 ml M5 



[0114] Les temoins TO et T ne recoivent que du milieu. 
20 [0115] T1 esttraitecommeCI. 

Fixation des cellules 

[0116] Le milieu est elimine ; les tubes sont rinces 3 fois avec du OMEM sans serum a 37° C. 
25 Les cellules sont fixees 20 mn a 4°C en presence de PFA 2,5% (Prolabo) dans du Hanks (Eurobio). 

[01 17] 3 rincages en DMEM sans serum sont effectues suivls de 2 lavages 1 0 mn en PBS sans calcium ni magnesium 
(Eurobio). 

Marquage des cellules 

30 

[0118] 

* Reaction primaire : fixation du premier anticorps de souris anticollagene humain de type 1 dilue au 1/1 OOeme dans 
du PBS. 

35 Les lamefles sont sorties des tubes et sechees. La face portant les cellules est reperee et signalee (un angle 

est casse pour repere). 

100 ml d'anticorps primaire sont mis au contact des cellules pour les conditions C1 a C5. 

Les lamelles T et T1 restent dans les tubes avec du PBS sans calcium nl magnesium car ce sont des temoins 
pour le deuxieme anticorps. 

40 Les lamelles sont placees en chambre humide pour eviter la deshydratation a +4° C sous agitation douce 

durant toute la nuit. 

* Reaction secondare ; cette etape revele la reaction primaire par un anticorps secondare de chevre anti-lg G de 
souris marque TRITC : Sigma ref. T-7782 lot 044H4831. 

L'anticorps primaire est elimine et les lamelles sont lavees 2 fois au PBS pendant 10 mn a temperature am- 
45 biante. 

Puis un lavage en PBS 0,1% BSA est realise 10 mn supplementaires. 100 ml d'anticorps secondaire dilue au 
1/120eme sont mis au contact des cellules de toutes les lamelles a temperature ambiante durant 1 heure. 

L'anticorps est ensuite elimine et les lamelles sont lavees au PBS 0,196 BSA 10 mn, puis 4 fois 5 mn a I'eau 
osmosee. 

50 Une fois sechees les lamelles sont montees cote cellules sur une lame de microscopic contre une goutte de 

liquide de montage (Sigma). Les bords des lamelles sont lutes au vernis. 

Resultats 

55 [0119] Les observations microscopiques sont realisees sur un microscope droit a fluorescence Zeiss (Axioplan), 
surmonte d'une camera 3 CCD Sony (MC-3215 P/M) rellee a un moniteur video Trinitron avec ecran couleur Sony. 
L'ensemble est connecte a une Imprlmante couleur Sony (UP-7000p). Les observations des lames sont faites avec 
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I'objectif Plan Apochromat x 63 a Itiulle. 

[0120] Les cellules sont d'abord observees en contraste interfere ntiel et/ou de phase. Quand un champ est selec- 
tionne, I'image est enregistree, puis sans bouger d'endroit ('observation est realises en fluorescence et enregistree. 
[0121] Ainsi pour chaque prise de vue nous disposons simultanement a I'ecran ou superposees les 2 images me- 
s morisees. 

Conclusions 

[0122] Comme le montre I'ensemble de ces resultats, le conjugue n° 7 a 10-11 M stimule tres significativement la 
10 synthese de collagene de type I par des fibroblastes de primoculture. 

[0123] La couleur rouge indique la fixation des anticorps secondaires marques a la rhodamine sur les anticorps antl- 
collagene de type I. Cette couleur temoigne done de la presence de collagene de type I synthetis6e par les fibroblastes 
en culture. 

[01 24] La luminoslte moyenne du rouge sur I'ensemble de I'image des cellules traitees avec le conjugue n° 7 a 1 0-1 1 
15 m est de 54,8 alors que pour les cellules non traitees elle n'est que de 32,78. 

[0125] Le conjuguee n° 7 stimule la synthase de collagene de type 1 par les fibroblastes humains de primocuitures 
de maniere significative : +67%. 

[0126] Les resultats non presentes id, obtenus sur les MRC5 donnent les memes tendances. 
(Voir figures 1 a 3). 

20 

LEGENDES DES FIGURES 
Figure 1 : 

25 [0127] Intensite de fluorescence de fibroblastes marques a la rhodamine : mise en evidence du collagene de type I 
B 10-11 M 
BJ10-9M 
S 10-7 M 
fiT 

30 

Revendl cations 

1. Conjugue peptldique caracteris6 en ce qu'il presents la formule generale 

35 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III), 

ou 

40 

A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 

dans laquelle 

45 

n Lys w represente la Lysine ou un derive halogene de la Lysine, ou un derive methyle de la Lysine, notamment 
Methyl-Lysine et Oihydrobromo-Methyl-Lysine, 

X represente une chaine de 1 a 3 residus Lys, eventuellement methyles, OH. NH 2 ou une liaison 
Y represente OH ou NH 2 . les acides amines pouvant etre sous la forme D, L ou DL, 

50 

ladite sequence 6tant conjuguee chimiquement ou physiquement avec au moins un compose A de formule ge- 
merale (I) ou (II) ou le radical correspondent 

les acides monocarboxytiques de formule generale 

55 

HCOC-R (I) 
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dans laquelle R represente un radical aliphatique en C r C 20> lineaire ou ramlfie, eventuellement substitue, 
pouvant comporter une ou piusieurs insaturations, 

ainsi que les derives alcooi ou aldehyde ou amide des acides de forrnule 1 ; a la condition que si la sequence 
peptidique comprend uniquement Gly-Hls-Lys, elle n'est pas conjuguee a un seul residu d'acide palmitique ; 
les acides dicarboxyliques de forrnule generale 

HOOC-R^COOH (II) 

dans laquelle R 1 represente un radical aliphatique divalent, comprenant au moins 3 atomes de carbone, de pre- 
ference 3 a 10 atomes de carbone, droit ou ramlfie, notamment un radical alkyl, alkylene, alkenylene ou alkynylene, 
pouvant comporter une ou piusieurs insaturations eventuellement substitue, notamment par un ou piusieurs grou- 
pes amino, hydroxy, oxo ou un radical alkyl en 0,-0$ . 

Conjugue selon la revendication 1 , caracterlse en ce que dans la forrnule generale I, R peut representor : 
un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de forrnule generale 

R a -CH=CH- 

dans laquelle R 2 peut representor un radical alkyle lineaire ou ramifie comprenant au moins 6 atomes de carbone, 
de preference 6 a 16 atomes de carbone eventuellement, substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo ; 

un radical aliphatique lineaire ou ramifie en C r 0 2 o substitue ou non, notamment un radical alkyl, alkenyl ou 
alkynyl pouvant comporter une ou piusieurs insaturations et pouvant etre substitue par un ou piusieurs radicaux 
choisis dans le groupe comprenant : 

NH 2 , OH, oxo, thiol ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 a 6 atomes dans le cycle dont 
1 ou 2 pouvant etre differents du carbone, en particulier, S, O ou N, iesdits cycles pouvant etre substitues 
par des radicaux alkyl en C 1 a C 3 , notamment methyl. 

Conjugue selon la revendication 2, caracterlse en ce que torsque R represente une chaine aliphatique en C V C 20 , 
elle peut etre susbtituee par un cycle choisi parmi 




Conjugue selon la revendication 1, caracterlse en ce que dans la forrnule II, R 1 represente un reste alkylene en 
C 4 -C 8 eventuellement substitue. 

Conjugue selon Tune des revendications 1 a 4, caracterlse en ce que la sequence d'acides amines est liee a 
I'acide de forrnule I ou II ou a son derive sous forme de sei, d'ester ou d'amide. 

Conjugue selon Tune des revendications 1 a 4 caracterlse en ce que I'acide de forrnule generale 1 est choisi 
parmi I'acide acetique, I'acide DL lipoique, I'acide dihydrolipoTque, la N-lypoyl-lysine, les acides hydroxydecenoT- 
ques et decenofliques, I'acide retinoique et ses derives, le retinal et le retinol, I'acide myristique et ses derives, 
I'acide palmitique, sous forme de sets, d'esters ou amides, 

et en ce que I'acide de forrnule generale II est choisi parmi I'acide adipique, I'acide a-amino adipique, I'acide 
pimelique, I'acide sebacique et leurs derives. 

Conjugue selon t'une des revendications 1 a 6, caracterlse en ce que les acides de formules generates I ou II 
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sont de preference choisis parmi I'acide acetique et ses derives, I'acide a-DL-LlpoYque et ses derives, I'acide 
dihydrolipoique. la N-Llpoyi-Lysine, I'acide adipique, I'acide ct-amino-adipique, I'acide pimelique, I'acide sebacique 
et ses derives, I'acide trans- 10-hydroxy-A2-decenoTque et I'acide trans-oxo9-decene-2-oYque, I'acide retinoTque 
et ses derives, le retinol, et le retinal, I'acide myristique et I'acide palmltlque. 

5 

8. Conjugue selon I'une des revendications de 1 a 7 caracterlse en ce qu'il est selectionne parmi les derives pep- 
tidiques sulvants : 

1 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 
10 2 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

3 - A-MeLys-Gly-His-Lys-NH 2 

4 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-Hls-Lys-OH 

5 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

6 - A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 
is 7 - A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

8 - A-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

9 - A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

10- A-Lys-Gly-His-Lys-OH 

11- A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 
20 1 2- A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 

13- A-Glu-His-Lys-NH 2 

14- A-Lys-Lys-Glu-Hls-Lys-OH 

15- A-Lys-Glu-Hls-Lys-OH 

16- A-Glu-His-Lys-OH 

25 

"A" etant un acide de formule generale I ou li telies que definies dans les revendications de 1 a 7, ainsi que les 
derives de ces molecules sous forme de sels d'esters ou d'amides. 

9. Conjugue selon I'une des revendications de 1 a 8, caracterlse en ce qu'il est sous forme de complexes metallo- 
30 peptidiques lies physiquement ou chimiquement a un sel de Zinc. 

10. Composition pharmaceutlque, caracterlsee en ce qu'elle contient au moins un conjugue selon I'une des reven- 
dications 1 a 9 avec des excipients pharmaceutiquement acceptables. 

35 11. Composition galenique pharmaceutlque, comprenant au moins un des conjugues peptidiques selon I'une des 
revendications 1 a 9, presentees sous forme de pommades, de cremes dermiques, de gels, de lotions et de sprays, 
destines a la medecine humalne et veterinaire pour le traitement et la cicatrisation des plaies. 

12. Composition galenique pharmaceutique, comprenant au moins un conjugue peptidique, selon I'une des revendi- 
40 cations de 1 a 9, caracterlsee en ce que le conjugue est associe a au moins une substance choisie parmi les 

antiseptiques, les antiblotlques a large spectre antimlcrobien, ou les antifongiques a large spectre d'activite, des- 
tinee au traitement par voie topique et a la cicatrisation des plaies infectees. 

13. Composition galenique a usage pharmaceutique et cosmetologique, comprenant au moins un des conjugues pep- 
45 tidiques selon les revendications de 1 a 9, presente sous forme d'associations ou de composes, avec des molecules 

connues pour leurs activites anticoagulantes et phlebotonlques par voie topique, destinees au traitement preventif 
et curatif, des vergetures, des insuffisances veineuses (jambes lourdes), de la couperose, en applications locales, 
sous forme de cremes de gels, de laits ou de sprays. 

so 14. Composition galenique a usages pharmaceutiques et cosmetologiques, comprenant au moins un des conjuguds 
peptidiques selon les revendications de 1 a 9 utilises seuls, ou sous forme d'associations, de composes, ou de 
complexes, avec des molecules connues pour leur derives homologues de I'aMSH, de I'ACTH, et de la proopio- 
melanocortlne, presentees sous forme de cremes, de gels, de laits, de lotions ou de sprays, pour applications 
topiques, et destinees au traitement preventif et curatif des troubles de la melanogenese, a I'acceleration de la 
melanisation de I'eplderme, et a I'obtention d'un bronzage cutane naturel, et d'une protection totale contre les 
radiations solatres ultra-violettes (UVA-UVB). 

15. Conjugue peptidique selon I'une des revendications 1 a 9, pour son utilisation a titre de medicament. 
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16. Composition cosmetologique contenant au moins un conjugue selon Tune des revendications 1 a 9 presentees 
sous forme de cremes, de gels, de lotions, ou de sprays, pour applications par vole topique destinees au traitement 
preventif et curatif des rides du visage, du cou et des mains. 

Claims 

1. Peptide conjugate, characterized in that it has the general formula 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III), 



or 



15 



A-X-Glu-His-Lys-Y 



(IV) 



In which 

20 • "Lys" represents lysine or a halogenated lysine derivative, or a methylated lysine derivative, in particular meth- 

yllysine and dihydrobromomethyllysine, 

X represents a chain of 1 to 3 Lys residues, which are optionally methylated, OH, NH 2 or a bond, 
• Y represents OH or NH 2 , 

25 it being possible for the amino acids to be in D, L or DL form, 

the said sequence being chemically or physically conjugated with at least one compound A of general formula I 
or II or the corresponding radical 

monocarboxylic acids of general formula 

30 

HOOC-R (I) 

in which R represents an optionally substituted, linear or branched C r C 20 aliphatic radical which can contain 
35 one or more unsaturations, 

as well as the alcohol or aldehyde or amide derivatives of the acids of formula I; on condition that if the peptide 
sequence solely comprises Gly-His-Lys, it is not conjugated to a single palmitic acid residue; 
the dicarboxylic acids of general formula 

40 HOOC-R r COOH (II) 



in which R t represents a straight or branched divalent aliphatic radical comprising at least 3 carbon atoms, 
preferably 3 to 10 carbon atoms, in particular an alkyl, alkylene, alkenylene or alkynylene radical, which can 
contain one or more unsaturations, and which is optionally substituted, in particular with one or more amino, 
hydroxy I or oxo groups or a C r C 3 alkyl radical. 

2. Conjugate according to Claim 1 , characterized In that, in the general formula I, R can represent: 

a mo noun saturated radical of cis or trans configuration, of general formula 

R 2 -CH=CH- 

in which R 2 can represent a linear or branched alkyl radical comprising at least six carbon atoms, preferably 
6 to 16 carbon atoms, optionally substituted with an amino, hydroxyl or oxo group; 

a substituted or unsubstituted, linear or branched C r C 20 aliphatic radical, in particular an alkyl, alkenyl or 
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alkynyl radical which can contain one or more unsaturations and can be substituted with one or more radicals 
chosen from the group comprising: 

NH 2 , OH, oxo, thiol or a non-aromatic cyclic radical containing 5 or 6 carbon atoms in the ring, 1 or 2 of 
which can be other than carbon, in particular S, O or N, it being possible for the said rings to be substituted 
with Cj to C 3 alkyl radicals, in particular methyl. 

Conjugate according to Claim 2, characterized in that when R represents a C^C 20 aliphatic chain, it can be 
substituted with a ring chosen from 



Conjugate according to Claim 1 , characterized In that, in formula II, represents an optionally substituted C 4 -C 8 
alkylene residue. 

Conjugate according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the amino acid sequence is linked to the acid 
of formula I or It or to its derivative in the form of salt, ester or amide. 

Conjugate according to one of Claims 1 to 4, characterized In that the acid of general formula I is chosen from 
acetic acid, DL-lipoic acid, dihydrolipoic acid, N-lipoyllysine, hydroxydecenoic and decenoilic acids, retinoic acid 
and derivatives thereof, retinal and retinol, myristic acid and derivatives thereof, and palmitic acid, in the form of 
salts, esters or amides, 

and In that the acid of general formula II is chosen from adipic acid, ot-amlnoadipic acid, pimelic acid and sebacic 
acid, and derivatives thereof. 

Conjugate according to one of Claims 1 to 6, characterized In that the acids of general formula I or II are preferably 
chosen from acetic acid and derivatives thereof, a-DL-lipoic acid and derivatives thereof, dihydrolipoic acid, N- 
lipoyllysine, adipic acid, oc-amlnoadlpic acid, pimelic acid, sebacic acid and derivatives thereof, trans- 10-hydroxy- 
A2-decenoic acid and trans-oxo-9-decen-2-oic acid, retinoic acid and derivatives thereof, retinol, retinal, myristic. 
acid and palmitic acid. 

Conjugate according to one of Claims 1 to 7, characterized In that it is selected from the following peptide deriv- 
atives: 

1- A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

2- A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

3- A-MeLys-Gly-His-Lys-NH 2 

4- A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

5- A-MeLys-Lys-Gly-Hls-Lys-OH 

6- A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 
7. A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

8- A-Lys-Gly-Hls-I_ys-NH 2 

9- A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

10- A-Lys-Gly-His-Lys-OH 

11- A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 

12- A-Lys-Glu-Hls-Lys-NH 2 

13- A-Glu-His-Lys-NH 2 

14- A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-OH 

1 5- A-Lys-Glu-His-Lys-OH 

16- A-Glu-His-Lys-OH 




and 
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"A" being an acid of general formula I or II as defined in Claims 1 to 7, as well as the derivatives of these molecules 
in the form of salts, esters or amides. 

9. Conjugate according to one of Claims 1 to 8, characterized In that it is in the form of metallopeptide complexes 
s physically or chemically linked to a zinc salt. 

10. Pharmaceutical composition, characterized in that it contains at least one conjugate according to one of Claims 
1 to 9 with pharmaceutical^ acceptable excipients. 

10 11, Galenic pharmaceutical composition comprising at least one of the peptide conjugates according to one of Claims 
1 to 9, in the form of ointments, dermal creams, gels, lotions and sprays, intended for human and veterinary med- 
icine for the treatment and cicatrization of wounds. 

12. Galenic pharmaceutical composition comprising at least one peptide conjugate according to one of Claims 1 to 9, 
15 characterized In that the conjugate is combined with at least one substance chosen from antiseptics, antibiotics 

with a broad antimicrobial spectrum, or antifungal agents with a broad spectrum of activity, which is intended for 
the topical treatment and cicatrization of infected wounds. 

13. Galenic composition for pharmaceutical and cosmetological use, comprising at least one of the peptide conjugates 
20 according to Claims 1 to 9, in the form of combinations or compounds, with molecules known for their anticoagulant 

and phlebotomic activities via the topical route, which are intended for the preventive and curative treatment of 
stretchmarks, venal insufficiency (tired legs) and blotches, in local application, in the form of creams, gels, milks 
or sprays. 

25 14. Galenic composition for pharmaceutical and cosmetological use, comprising at least one of the peptide conjugates 
according to Claims 1 to 9, used alone, or in the form of combinations, of compounds, or of complexes, with 
molecules known for their homologous derivatives of ccMSH, of ACTH, and of proplomelanocortin, which are in 
the form of creams, gels, milks, lotions or sprays, for topical application, and intended for the preventive and 
curative treatment of melanogenesis disorders, for the acceleration of epidermal melanlzation, for obtaining a 

30 natural skin tan, and for total protection against ultraviolet (UVA-UVB) solar radiation. 

15. Peptide conjugate according to one of Claims 1 to 9, for its use as a medicinal product. 

16. Cosmetological composition containing at least one conjugate according to one of Claims 1 to 9, in the form of 
35 creams, gels, lotions or sprays, for topical application, which are intended for the preventive and curative treatment 

of wrinkles on the face, the neck and the hands. 



40 
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PatentansprUche 

1. Peptidkonjugat, dadurch gekennzelchnet, dass es die allgemeine Formel 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III) 

Oder 

A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 



aufweist, in welcher "Lys" fur Lysin Oder ein halogeniertes Deri vat von Lysin Oder ein methyliertes Deri vat von 
Lysin, insbesondere Methyllysin und Methyl lysin-dihydrobromld steht, X ftir eine Kette von 1 bis 3 gegebenenfalls 
methylierten Lys-Resten, OH. NH 2 oder eine Bindung steht, Y fur OH oder NH 2 steht, wobei die AminosSuren In 
der D-, L- oder DL-Form vorliegen kdnnen, 
55 wobei die Sequenz chemisch oder physikalisch konjugiert ist mit mindestens einer Verbindung A der allgemeinen 

Formel (I) oder (II) oder dem entsprechenden Radikal, 

den Monocarbonsauren der allgemeinen Formel 
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HOOC-R (I), 

in welcher R fur einen linearen Oder verzweigten, gegebenenfalls substltuierten aliphatischen C^-C^-Rest, der 

eine Oder mehrere Ungesattigtheiten umfassen kann, steht, 

wie auch den Alkohol- Oder Aldehyd- Oder Amidderivaten der Sauren der Formel I; 

mit der Maftgabe, dass, wenn die Peptidsequenz einzlg Gly-His-Lys umfasst, ste nicht mit elnem elnzelnen Pal- 
mitinsaurerest konjugiert ist; 

den DicarbonsSuren der allgemeinen Formel 

HOOC-R r COOH (II), 

in welcher R 1 fur einen zweiwertigen, geradkettigen oder verzweigten aliphatischen Rest steht, der mindestens 3 
Kohlenstoffatome, vorzugsweise 3 bis 10 Kohlenstoffatome umfasst, insbesondere einen Alkyl-, Alkylen-, Alkeny- 
len- oder Alklnylenrest, der eine oder mehrere Ungesattigtheiten umfassen kann, der gegebenenfalls, insbeson- 
dere durch eine oder mehrere Amino-, Hydroxy-, Oxogruppen oder einen ^-C^AIkylrest, substltulert ist. 

Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass in der allgemeinen Formel I R stehen kann fur: 

einen einfach ungesattigten Rest von cis- oder trans-Konfigu ration der allgemeinen Formel 

R 2 -CH=CH-, 

In welcher R 2 fur einen linearen oder verzweigten, mindestens 6 Kohlenstoffatome, vorzugsweise 6 bis 16 Koh- 
lenstoffatome umfassenden Alkylrest, der gegebenenfalls durch eine Amino'-, Hydroxy- oder Oxogruppe substi- 
tuiert ist, steht; 

einen linearen oder verzweigten, substltuierten oder nicht-substitulerten aliphatischen C r C 20 -Rest, insbeson- 
dere einen Alkyl-, Alkenyl- oder Alklnylrest, der eine oder mehrere Ungesattigtheiten umfassen kann und sub- 
stituiert sein kann durch einen oder mehrere Reste, ausgewahlt aus der Gruppe umfassend: 

NH 2 , OH, Oxo, Thiol oder einen cyclischen, nicht aromatischen Rest, der in dem Cyclus 5 bis 6 Atome 
umfasst, von denen 1 oder 2 von Kohlenstoff verschieden, insbesondere S, O oder N sein k6nnen, wobei 
die Cyclen durch C r bis C 3 -Alkylreste, insbesondere Methyl, substituiert sein konnen. 

Konjugat nach Anspruch 2, dadurch gekennzelchnet, dass, wenn R fur eine allphatische C 1 -C 20 -Kette steht, sie 
durch einen Cyclus ausgewahlt unter 




substituiert sein kann. 

Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass in der Formel II R t fur einen gegebenenfalls substl- 
tuierten C 4 -C 8 -Alkylenrest steht. 

Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, dass die Aminosauresequenz an die 
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Saure der Formel I Oder tl oder an deren Derivat in Form von Salz, Ester.oder Amid gebunden ist. 

6. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, dass die Sa*ure der allgemeinen Formel 
I ausgewahlt ist unter Essigsaure, DL-UponsSure, Dihydroliponsaure, N-Lypoyllysin, den Hydroxydecen- und De- 
cenoylsauren, Retinsaure und deren Derivaten, Retinal und Retinol, Myristinsaure und deren Derivate, Palmitin- 
saure In Form von Salzen, Estern oder Amiden, 

und dass die Saure der allgemeinen Formel II unter Ad ipinsaure, a-AminoadiplnsSure. Pimelinsaure, Sebaclnsaure 
und deren Derivaten ausgewahlt ist. 

7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, dass die Sauren der allgemeinen Formetn 
I oder II vorzugsweise unter Essigsaure und deren Derivaten, a-DL-Liponsaure und deren Derivaten, Dihydroli- 
ponsaure, N-Lipoyllysin, Adipinsaure, a-AminoadlpinsSure, Pimelinsaure, Sebaclnsaure und deren Derivaten, 
trans- 10-Hydroxy-A2-Decensaure und trans-Oxo-9-decen-2-saure, Retinsaure und deren Derivaten, Retinol und 
Retinal, Myristinsaure und Palmitinsaure ausgewahlt sind. 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzelchnet, dass es unter den folgenden Peptidde- 
rivaten ausgewahlt ist: 

1 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

2 - A«Mel_ys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

3 - A-MeLys«Gly-His«Lys-NH 2 

4 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

5 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

6 - A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 

7 - A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

8 - A-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

9 - A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

10 - A-Lys-Gly-His-Lys-OH 

11 - A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 

1 2 - A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 
13- A-Glu-His-Lys-NH 2 

14 - A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-OH 

15 - A-Lys-Glu-Hls-Lys-OH 
16-A-Glu-His-Lys-OH 

wobei "A" eine Saure der allgemeinen Formel I oder II, wie In den AnsprOchen 1 bis 7 definlert, wie auch die 
Derivate dieser Molekule in Form von Salzen, Estem oder Amiden ist. 

9. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet, dass es in Form von Metali-Peptid-Kom- 
plexen, die physikalisch oder chemisch an ein Zinksalz gebunden sind, vorliegt. 

10. Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzelchnet, dass sie mindestens ein Konjugat nach einem 
der Anspruche 1 bis 9 mit pharmazeutlsch akzeptablen Tragersubstanzen enthdlt. 

11. Galenische pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens eines der Peptidkonjugate nach einem 
der Anspruche 1 bis 9, dargereicht in Form von Pomaden, Hautcremes, Gelen, Lotionen und Sprays, die fur die 
Human- und Veterinarmedizln fQr die Behandlung und die Vernarbung von Wunden bestimmt sind. 

12. Galenische pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein Peptidkonjugat nach einem der An- 
spruche 1 bis 9, dadurch gekennzelchnet, dass das Konjugat mit mindestens einer Substanz, die unter den 
Antiseptika, den Antibiotika mit breitem antimikrobiellem Spektrum oder den Antlmykotika mit breitem Wirkungs- 
spektrum ausgewahlt 1st, komblniert 1st, die fQr die Behandlung auf topischem Wege und die Vernarbung von 
infizierten Wunden bestimmt ist. 

13. Galenische Zusammensetzung zur pharmazeutlschen und kosmetischen Verwendung, umfassend mindestens 
eines der Peptidkonjugate nach den AnsprOchen 1 bis 9, dargereicht in Form von Kombinationen oder Zusam- 
mensetzungen mit Molekulen, die fur ihre gerinnungshemmenden und phlebotonen Elgenschaften auf topischem 
Wege bekannt sind, die fur die preventive und heilende Behandlung von Striemen, Veneninsuffizienz (schweren 
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Beinen), Kupferausschlag bei tokaler Anwendung bestimmt sind, in Form von Cremes, Gelen, Milchpraparaten 
Oder Sprays. 

14. Galenische Zusammensetzung fur pharmazeutische und kosmetische Verwendungen, umfassend mindestens ei- 
nes der Peptidkonjugate nach den Anspruchen 1 bis 9, die ailein verwendet werden oder in Form von Kombina- 
tionen, Zusammensetzungen oder Komplexen mit Molekulen, die fur ihre zu otMSH, ACTH und Proopiomelano- 
cortin homologen Derivate bekannt sind, dargereicht in Form von Cremes, Gelen, Milchpraparaten, Lotlonen oder 
Sprays, fur topische Anwendungen und die fur die preventive und heilende Behandlung von Storungen der Mela- 
nogenese, die Beschleunigung der Melanisation der Epidermis und die Erzielung einer naturiichen Hautbraunung 
und eines vollstandigen Schutzes gegen die ultravioietten Sonnenstrahien (UVA-UVB) bestimmt sind. 

15. Peptidkonjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9 fur dessen Verwendung als Arzneirnittel. 

16. Kosmetische Zusammensetzung, umfassend mindestens ein Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, darge- 
reicht in Form von Cremes, Gelen, Lotionen oder Sprays fur Anwendungen auf topischem Wege, die fur die pre- 
ventive und heilende Behandlung der Falten des Gesichts, des Halses und der Hande bestimmt sind. 
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